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1,2-Dirllethylhydrazine誘発ラット大腸癌の発癌過程における

細胞増殖動態の経時的変化

昭和大学医学部外科学教室 (主任 :草野満夫教授)

大腸癌の発生過程における背景粘膜の細胞動態の経時的変化が癌発生のパラメーターになりうるか
について,1,2‐Dimethylhydrattne誘発ラットを用い,そ の経時的に施行して得た内視鏡下生検材料を
PCNA標 識率,pr01iferadOn index(以 下,PI.と 略記)に て検討した。PCNA標 識率,PI.は ,肉
眼的に確認できる腫瘍発生前より上昇し,対 照群より有意に高値であった (p<0,05).PCNA陽 性細
胞は,発癌率が上昇するに従って crypt底部より表層に移行した。剖検時における発癌群と非発癌群で
は,発 癌群のみにaneuploidy(lo.3%)を 認め,PCNA標 識率 (55,3±128%)と P.I,(32,1±5.5%)
は非発癌群より有意に高値を示した (p<0.05).背 景粘膜の細胞増殖動態の変化が生検部以外の癌の

存在を暗示していると思われた。そして,PcNA標 識率が55%以 上,PI.が 30%以 上,DNA ploidy

patternが aneuploidyの背景粘膜は,high risk mucosaの状態にあり,こ れらの変化が癌発生のパラ
メーターになりうることが示唆された。

Key words: 1,2-Dimethylhydrazine-induced colon cancer in rat, DNA ploidy, proliferating cell nuclear
antigen labeling index

登山横

I. は じめに

本邦では近年,食 生活の欧米化などに伴い,大 腸癌

の罹患率は増大傾向にあり,ま た大腸癌を含め各種臓

器癌に対する診断技術や治療成績の向上,な らびに平

均寿命の延長に伴い,大 腸に発生する2次癌が多く経

験されるようになってきた。そして 2次 癌早期発見の

方法開発が期待されているが,現 時点では2次癌の危

険因子の同定は容易ではないと思われる。一方,遺 伝

性非ポリポージス大腸癌 (hereditary nonpolypOsis

colorectal cancer;以下,HNPCCと 略記)は ,遺 伝

学的にDNAミ スマッチ修復酵素の異常であることが

Chapellaら 1)および Fittelらのによって報告され,分

子生物学的研究がすすめられているが,具 体的なサー

ベイランスのプロトコールはいまだ確立されたものは

ない。

最近,大 腸癌患者の非癌大腸粘膜の生化学的変化が

注目され31-",大腸癌患者では大腸全体がプロモー

ターないしは発癌性物質に曝露されていることが示唆

されているD.非 癌大腸粘膜の 「細胞増殖動態の変化」
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が,大 腸癌の存在を示唆するパラメーターとなりうる

ならば,2次 癌や HNPCCの 早期発見につながるもの

と思われる。

この観点より著者は,そ の発生過程をDMH誘 発

ラット大腸癌モデルにて,同 一個体での内視鏡下生検

材料を用いて,大 腸背景粘膜の細胞動態を経時的に観

察し,そ の変化が大腸癌発生のパラメーターになりう

るかについて検討した。

II.対 象と方法

1.大 腸腫場の作製

実験動物 として 6週 齢の Sprague‐Dawley系 雄性

ラット(SDラ ット,日 本生物材料センター ;東京)30

匹を用い,角 田らいの方法と同様に小動物管理室にて

金属性飼育箱に入れ団形肥料 (オリエンタル酵母工業)

および飲料水を自由に与え,一 定の環境下 (室温23士

5°C,湿 度50±10%)に て飼育した。発癌物質として

Dilllethylhydrazine(1,2-Dimethylhydrazine dihydro‐

chloride, Aldrich chemical cOmpany:以 下, DMH

と略記)を 用い,20匹 は生理食塩水に溶解し40mg/kg

を,残 りの10匹は対照群として生理食塩水を0.2ml,週

1回連続10週,臀 部皮下に注射した (ng,1).

2.大 腸内視鏡検査
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Fig。 3  Classiflcation of the crypt

発色させ,光 学顕微鏡 (×400)で 原貝Jとして1,000個

以上の核を数えた.こ れに対するPCNA陽 性核の割

合を百分率で示したものをPCNA標 識率とした.ま

た,粘 膜表層部から腺管上皮の下限までを表層,中 間

層,基 底層に3等 分し,PCNA標 識率を部位別,腺 管

区分別に経時的に検討した (Fig.3).

4.DNA量 の測定

生検組織は,クエン酸緩衝液にて
-70°Cで保存した。

フローサイ トメトリー (以下,FCMと 略記)で解析し

た検体は,中 尾つの方法と同様にホモジネイタ
ーを用

いて分散を行ない, トリプシンにて裸核後 4°C15分問

0.25mg/ml RNase液 (SIGMA)で 1回洗浄し,38″m

nylon me説 で濾過後,prOpidium lodide液をlml加 え

染色した。 FCMは ,FACScan(Becton Dikitton社 )

を用い, 1検 体約10,000個の細胞核についてDNA量

を測定 した。解析 はC e l l  Q u e s t ソフ トウエア
ー

(Becton Deckinson社 )を 用い,①  DNA index(以

下,DI。と略記.D.Iは ,2つ のG。/Gl peakのchannel

数の比とし, 3つ 以上のG。/Gl peakを 有するpoly‐

ploidyの場合は最も多くの細胞からなるG。/Gl peak

のchannel数の比とした。),②  DNA ploidy pattern

(histogram tt GO/Gl peakが1つ のものをdiploidy

とし, 2つ 以上の明らかなG。/Gl peakを有するもの

をaneuploldyとした。),③  prOliferation index(P.

I.=SttG2M/(GoGl+SttG2M))の 3種類の判定方法

で検討した.

なお有意差検定には,W此 oxon検 定を用い危険率

5%未 満を有意の差ありとした。

III.結  果

1.実 験動物の経過

24週の内視鏡検査終了後の屠殺時まで生存したラッ
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Fig. 2 Classillcation of the colon in a rat and

biopsy points

Proxirnal colon

Transitional Zone
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大腸内視鏡検査は,DMH初 回投与後 3週 目より3

週毎に24週目まで計 8回施行した。前処置は検査前48

時間を絶食とし,検 査24時間前に微温湯5mlで 腸洗浄

を行った。エーテル麻酔下に気管支ファイバースコー

プ (オリンパス BF‐10)を 使用し,送 気量を調節しな

がら全大腸を観察した。なお,通 常の観察では見逃し

やすい微小病変には散布用カニューレを使用し,0.4%

インジゴカルミンを2倍希釈して色素散布した。生検

部位は肛門縁より5cm(遠 位大腸),10cm(中 位大腸),

15cm(移行部),20cm(近 位大腸)の 4カ 所 とした(Fig.

2).初 回生検後の24時間後にエーテル麻酔下にて開腹

し,生検部位に5 0 Proleneを用いて,管腔内に糸が露

出しないようにマーキングを施行し,同
一部位での生

検を可能とし経時的変化を観察したtまた,DMH投 与

開始後24週目の内視鏡検査終了後,す べての実験動物

を屠殺し大腸を摘出,エ タノール固定して,Hematox‐

yln Eosine(H`E.)染色にて病理組織学的に検討した。

3. Proliferating cell nuclear antigen(増昴宣湘日胞核

抗原 :以下,PCNAと 略記)標 識率

内視鏡施行下に得た生検組織を70%エ タノ
ールで国

定 し,ス トレプ トアビジン
ービオチン (SAB)法 で

PCNA抗 体 (OncOgene Sience)を 反応させ,3,3′‐

Diaminobenzidine tetrahydrochloride(SIGMA)で



Fig. 4 Changes of body weight
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グした部位は。 2回 日以降の検査時には薄い青色に透

見され,ラ ットの成長に伴って腸管の長さが長 くなっ

ても同一部位での生検が可能であった。

また,腫瘍径を生検鉗子の太さと比較して,5mm以

下,5mm～ 10mm,lomm以 上の 3つ に区別し,腫 瘍

の形態を小隆起型,扁 平隆起型, ドーム型,中 央陥凹

型の 4型 に分類して,そ の変化を観察した。内視鏡的

に観察される5mm以 下の腫瘍は,大部分が小隆起また

は扁平隆起型であった,そ して多 くの場合小隆起型か

ら扁平隆起型, ドーム型へ移行する傾向が認められ,

21週目では馬平型が20病変(41,7%), ドーム型が16病

変 (33.3%)で あった (Fig.5).こ れらの腫瘍の経時

的発生状況をみるとDMH投 与開始後12週目に17匹

中 3匹 (5病 変,17,7%)の 発生が認められた。そし

て15週目には6匹 (12病変,35.5%),18週 目には10匹

(26病変,58.8%)と 増加した。その後も週齢を重ねる

につれて,腫 瘍数,発 生率は共に増加し,24週 目には

14匹 (57病変,82.4%)に 腫瘍が認められた (Fig.6).

3,PCNA標 識率

3週 毎に内視鏡検査を施行してえた生検組織を用い

て,大腸背景粘膜における細胞増殖帯の変化をPCNA

標識率にて示した。

(1)PCNA標 識率の部位別経時的推移

PCNA標 識率は,3週 目にはDMH投 与群で322±

21%,対 照群で36,9±2,8%と ともに高い標識率を示

したが,部 位別には有意の差を認めず,そ の後は低下

傾向を示 した。しかし,DMH投 与群では 9週 目で

216± 1.7%と 最低値 となったが,腫瘍発生前より再び

上昇傾向を示し,12週 目では29,9±2.8%と 対照群の
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卜は,DMH投 与群では17匹,対 照群では 8匹 であっ

た。途中死亡したラット5匹 の死亡原因は,す べて内

視鏡検査時の生検による消化管穿孔に伴う腹膜炎で

あった。

DMH投 与群 と対照群では投与期間中の増加率は明

らかに対照群より低かった。また,24週 目の平均体重

はDMH投 与群では553±54gと ,対 照群の617±42g

と比すると著しく少なく,有意の差を認めた(ng.4).

2.内 視鏡的所見

ラットの大腸は,屈 曲が少なく近位大腸まで挿入は

容易であった。大腸管腔は送気により十分に伸展され,

良好な観察視野が得られた.大腸粘膜は桃白色を呈し,

毛細血管網は明瞭に透見され,ヒ ト大腸粘膜 と類似し

ていた.

初回内視鏡検査終了後に5 0 PrOleneに てマーキン

Fig. 5 Endoscopic pictures showing a representative course of colonic car-
cinoma
a. Small elevation type (i2w), b. Flat elevation type (lgw), c. Dome type (21
w)
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Fig. 6 The number and the size of colonic tumors
discovered by serial colonoscopic examination
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Fig. 7 Changes of PCNA labeling index with

experimental period
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20.2±16%よ り有意に高い標識率を示した。また,移

行部と中位大腸間,近 位大腸と遠位大腸間には,統 計

学上有意の差は認めず,移 行部と遠位大腸を比較する

と,移 行部において12週目より高い標識率を示し,15

週 目では移行部で42.2±4.6%,遠 位大腸で31.8±

3.8%と 統計学的有意の差を認めた。対照群では,15週

以降横ばい状態となり,部 位別の標識率の差は認めな

かった (ng.7).

(2)腺 管区分別の PCNA標 識率

腫瘍の好発部位である移行部の標識率を3週 ,9週 ,

21週日で比較してみると,DMH投 与群では3週 目に

標識率は基底層で39.8±67と 有意に高値を示し,21週

目には細胞増殖帯は表層に移行し,表層 (52.3±8.9%)

と基底層 (204± 5_5%)間 には統計学的有意差を認め

た。対照群では細胞増殖帯の移行は認めなかった(Fig.

8 ,  9 ) .

4.DNA量 の測定

FCMに て解析可能であった検体は,全 生検数690個

中542個 (78_6%)で あった。

DMH投 与群で背景粘膜の DNA ploidy patternを

みると,aneuploidyは ,有 効生検数の10.2%(373例 中

38例)に みられ,比 較的早期に腫瘍発生が観察された

ラットの移行部,中 位大腸にのみ認められ,D.Iは

1.37±0.31,coettcient of variation(以下,CVと 略

記)は5.3±128%で あった。また,diploidyを 示した

大腸粘膜は89.8%で ,DIは 100± 0.03,CVは 4.6±

1.75%で あつた。

対照群はすべて diploldy patternを示 し,D.I.は
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Fig. 9 PCNA label ing index (x200) a. J4.B%, (3w), b. b}.a% elw) prol i fer
ative zone moved from the base to the surface with experimental period.

Fig.10 DNA HistOgram

a dip10idy pattern(CV=37,DI=lo,PI=21),b aneuploidy pattern(CV=

Fig. U Changes of P.I. with experimental period

b

1 , 0 0 ±0 . o 2 , C V は4 . 2 ±1 . 6 9 であった( T a b l e  l , F i g .

10)。

組織細胞増殖度を求めるPI.の 経時的推移を部位

別に比較すると,P.Iの 変化は,PCNA標 識率と同様

の patternを示した (Fig.11).

5.肉 眼像および病理組織像

DMH投 与群の有効動物17匹において,屠 殺時肉眼

的に観察できた大腸腫瘍は64個であった。担腫瘍動物

は14匹82.4%で , 1匹 当りの腫瘍発生数は4,9±3.1病

変であった。好発部位は移行部 (40.6%),次 いで中位

大腸 (31.3%),近 位大腸,遠 位大腸の順であった.な

お,対 照群には腫瘍発生を認めなかった (Table 2).

病理組織学的には,大 腸腫瘍64個中癌 は60病変

93.8%と 大部分を占め,腺腫は4病変6.3%と 少なかっ

た。癌の組織型は高分化腺癌46個(76.7%),中 分化腺

癌 7個 (11.7%)が 大部分であったが,粘 液癌,印 環

細胞癌も少数認められた。

6.PCNA標 識率 ・P.I。と癌の発生率

DMH投 与開始後 9週 目の腫瘍の発生を認めない時

Prcx. =Prcximal cds
* : p < 0 - 6
** : p<0.01

I meanasD

Table 1 Classification of DNA ploidy pattern

Rats treated
with DMH

38
(102%)

137±031

53± 128



Proximal
colon

TransittOnal 4ヽiddle
colon

Distal
colon

Rats treated
with DMH
( N = 1 4 )

10
(156%)

26
(406%)

20
(313%)

8
(125%)

Control rats
(n=8)

0 0 0 0 0

1996年5月

Table 2  The number Of ocさ urrence of colonic

tumors in direrent pOrtions of the colon

Table 3 PCNA LL, P.I. and relationship of occur-
rence of colonic cancers

9w 12、v 15w 18w 21w

PCNA LI
(%)

216± 48 299± 28 356± 4 436± 41 479± 56

Ｐ‐
惚

194± 32 243± 2 267± 24 281± 31 294± 33

Relationship
of occurrence

of tumors

0%
(0/17)

177%
(3/17)

353%
(6/17)

588%
(10/17)

824%
(14/17)

期では,PCNA標 識率22%,P_I_19%と 低値であった

が,12週 目の腫瘍発生時では,PCNA標 識率30%,P.

I.24%で 17匹中 3匹 (17.7%)に 腫瘍が発生していた。

その後,PCNA標 識率,P,I,,腫瘍発生率はともに増加

し,21週 時には PCNA標 識率48%,PI.29%,腫 瘍発

生率82.4%と なった (Table 3).

7.剖 検時における発癌群と非発癌群の背景粘膜の

細胞増殖動態の比較

DMH投 与群で屠殺時に大腸に発癌を認めた群 と認

めなかった群とに分け,12週 以降の背景粘膜の細胞動

態をとし較した。発癌を認めたラットは14匹 (82.4%),

認めなかったのは3匹 (176%)で あった。aneuploidy

は発癌群にのみ認めた。発癌群では,PCNA標 識率は

55(1009)

55.3±12.8%,P,Iは 31.2±5.5%と 非発癌群の30.1土

10.4%,25.4±6.9%に 比べともに有意に高値を示した

(Table 4)。

I V . 考 察

大腸癌患者の非癌大腸粘膜の生化学的変化 として

Polyamine含 有量ならびにOrnithine decarboxylase

(以下,ODCと 略記)活性は正常対照粘膜に比べて高値

を示すことが報告されており。
～D,大 腸癌忠者では大

腸全体がプロモーターや発癌性物質に曝露されている

ことを示唆している。
一方,ラ ット実験大腸癌におい

て,担癌ラットの非癌粘膜中の ODC活 性,Polyamino

値は正常対照粘膜より元進し,大 腸癌患者のモデルに

利用可能と報告されている的り。本研究では,大 腸化学

発癌ラットを用いて内視鏡検査を行い,経 時的に大腸

粘膜の変化 を観察 し,大 腸粘膜の細胞増殖動態 を

PCNA標 識率とPIで 表示することにより,背景粘膜

の変化をとらえ,腫 瘍発生時期や大腸癌の早期発見に

つながるパラメーターになりうるかどうか検討した。

本研究では,大 腸化学発癌ラット(DMH投 与群)と

対照ラットの 2群 に分けて経時的観察を行ったが,両

群における平均体重をみるとDMH投 与群は対照群

と比較して,DMH投 与後 9週 (15週齢)から有意に低

値であった。これはDMH投 与群で大腸癌の発生と経

時的な多発化およびそれらの増大に伴うホストの栄養

障害がその原因と思われる.

近年発癌物質の開発によって実験大腸癌を用いた研

究が広く行われ,発癌物質投与後の経時的屠殺
1い1。と

いう方法がとられてきた。 し かし,こ れらの方法では

ある時点の腫瘍発生状況と細胞増殖帯の変化を観察で

きるが,同
一個体での腫瘍発生時期,発 育速度,背 景

粘膜の増殖の変化などの時間的要素を観察することは

できない。1975年,Narisawaら
1。がラット実験大腸癌

章
p < o  o 5
・=p<0 01

Table 4 Differences in cell proliferation of colonic mucosa between rats with and without

cancer

Nurncer

of RAT

DNA ploidy pattern PCNA LI
(%)

Ｈ
惚aneuploidy diploidy

Rats
treated
with DMH
(n=17)

cancer ( -i,
14
(824%)

38
(100%)

264
(708%)

「
―
―
―
―
―
―
―
コ

篇
茄

3 1 _ 2±5 5

2 5 4±6 9

20_1±4 8

■
―
―
―
―
―
―
Ｉ
Ｊ

cancer( )
3
(176%)

0
109
(292%)

Control rats
( n = 8 )

8 0
132
(100%)
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研究か ら増殖帯の粘膜表層への拡大や逆転が起 こっ

て,そ れが腫瘍化すると述べている。

PCNA標 識率および P_I.の経時的変化 と各時期 に

おける癌の発生率 は DMH投 与後の週数 に対応 して

増大する傾向を認めた。同一ホス トでみると,背 景粘

膜の PCNA標 識率 とPIが 高いラットは生検部位以

外の大腸に癌が発生 している可能性が大きいと考えら

れた。剖検時における発癌群 と非発癌群の比較では,

発癌群のみに aneup10idyを 認め,PCNA標 識率 とP

I.と もに有意に高値 を示 した。背景粘膜の細胞増殖動

態の変化が生検部位以外の癌の存在 を示唆 していると

思われた.そ して,PCNA標 識率が55%以 上,PI.が

30%以 上,DNA p10idy patternが aneuploidyの 背景

粘膜は,high risk mucosaの 状態にあり,こ れらの変

化が癌発生のパラメーターになりうることが示唆され

た。 ヒ ト大腸癌においてもLipkin32)はH3_Thymidine

を用いて大腸癌高危険群における直腸粘膜の生検材料

を用いて検討 し増殖細胞の増加 と増殖帯の拡大がみら

れると報告している。実験大腸発癌では比較的短期間

に大量の発癌物質を投与するので,腫 瘍が多発 し,そ

の背景粘膜での細胞動態はヒト大腸癌の場合 と同
一
視

できないが,本 研究で用いた PCNA標 識率 とP,I_を

し 卜の直腸 粘膜 生検 に応 用 す る こ とで 2次 癌 や

HNPCCの 早期発見につながる可能性があると思わ

れた。

稿を終えるにあたり,御指導,御校閲を賜った草野満夫教

授,ま た直接御指導,御教示を頂いた渋澤三喜助教授,な ら

びに角田明良博士,中尾健太郎博士に深謝致します。さらに

限りない御援助を頂きました昭和大学医学部臨床病理学教

室の福地邦彦講師,昭 和大学医学部外科学教室研究室の皆

様に深く御礼申し上げます。

なお,本論文の要旨は第46回日本消化器外科学会総会,第

7回 日本消化器癌発生研究会で発表し,ま たその一部を第

54回日本癌学会総会にて発表した。
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Chronological Changes in Cetl Proliferation of Colonic Mucosa in
Dimethylhydrazine-induced Colon Carcinogenesis in Rat

Noboru Yokoyama
Department of Surgery, Showa University School of Medicine

(Director: Prof. Mitsuo Kusano)

Chronological changes in proliferation of colonic mucosal cells in dimethylhydrazine (DMH)-induced
colon carcinogenesis were investigated by using biopsy specimens obtained by serial colonoscopy. The
proliferating cell nuclear antigen (PCNA)-labeling index and the proliferation index (p.I.) of colonic
mucosa in DMH-treated rats were significantly higher than those in control rats from 12 weeks after the
beginning of carcinogen injection until the end of the experiment. PCNA-stained cells in the crypt of the
mucosa in DMH-treated rats moved from the base ot the surface with increasing incidence of colon
tumors, compared with the control rats. At necropsy, aneuploidy of the mucosa was discovered only in
rats with tumors. The PCNA-labeling index (55.3 + 12.8%) and P.I. (31 .Z + 5.8%) in rats with tumors
were significantly higher than those in rats without tumors. These proliferative changes in the mucosa,
suggesting that it became a high risk mucosa, imply that these changes may become the parameters for
detecting colon cancer.
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